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内容の要旨及び審査の結果の要旨
リポキシゲナーゼはアラキドン酸の特定の炭素に分子状酸素を立体特異的に添加する一群の酵素で，ヒドロペルオ
キシエイコサテトラエン酸（HPETE）を生成する。動物組織では，５，８，１２および15-リポキシゲナーゼが知られ
ている。このうち，５－リポキシゲナーゼは強力な生理活性物質のロイコトリエン（LT）を生成し，炎症・免疫反応
や呼吸器系疾患において重要な病態生理機能を果たしている。
８－リポキシゲナーゼはTPAで刺激したマウスの皮膚に初めて検出されたが，その生理的役割については確定的な
ことはわかっていない。この８－リポキシゲナーゼの酵素学的性質を解明するために，そのcDNAを動物（COS-7）細
胞および大腸菌で発現させた。COS-7細胞で発現させた８Ｕポキシゲナーゼをアラキドン酸と反応させ，反応産物
を高速液体クロマトグラフィーで分析すると，８－ヒドロキシエイコサテトラエン酸（8-HETE）の産生が認められた。
この酵素はエイコサペンタエン酸やγ‐リノレン酸のような不飽和脂肪酸とも効率よく反応し，幅広い基質特異性を
持つことが明らかとなった。また，８－リポキシゲナーゼ反応は40分以上にわたってほぼ直線的に進行し，リポキシ
ゲナーゼとしては例外的な反応経時曲線を示した。さらに，この８‐リポキシゲナーゼを大量に精製するために，Ｎ
端末に６個のヒスチジンを付加した酵素を大腸菌で発現させ，アフィニティクロマトグラフィーで精製した。精製酵
素の比活性は0.2ﾉUmol/45ｍin/mgで，Ｎ端末へのヒスチジンの付加は酵素の性質に大きな変化を与えなかった。
８－リポキシゲナーゼの初期反応機構として，アラキドン酸のpro-10DR水素原子が立体特異的に引き抜かれる。こ
れは，５‐リポキシゲナーゼの持つ5-HPETEをＬＴＡ４に変換するLTA合成酵素活性において，引き抜かれる水素原子
の立体配置と同じであることから，８－リポキシゲナーゼが5-HPETEをＬＴＡ`に変換する可能性が考えられる。そこ
で精製８－リポキシゲナーゼを5-HPETEと反応させ，生成物を高速液体クロマトグラフィーで分析すると，不安定な
ＬＴＡ４の分解産物である6-trans-LTB4およびその12-エピマーの典型的なダブレットピークが観察された。すなわち，
８－リポキシゲナーゼが5-HPETEをLTA`に変換する活性をもつことが明らかになった。この精製８－リポキシゲナー
ゼのLTA合成反応は，数分で反応が停止するという自殺酵素の性質を示した。さらに精製酵素をｌ０ｕＭのＬＴＡ４とプ
レインキュベーションすると，アラキドン酸を基質とした８－リポキシゲナーゼ反応が阻害されることから，酵素が
生成したLTA4によって不活化されることが示唆された。
以上，本研究は８‐リポキシゲナーゼの酵素学的性質を明らかにしたものであり，この酵素の病態生理的意義の解
明にむけて価値ある業績と評価された。
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